
REVUE FRAN(~AISE 
D 'ALLERGOLOGIE  
ET D'/MMUNOLOGIE CLINIQUE 

Les allerg6nes recombinants 
le point de vue du clinicien 

G. P A U L I  

RI~.SUMI~ SUMMARY 

Les techniques de g6nie g6n6tique appliqu6es aux allerg6nes 
ont permis de produire des allergbnes recombinants. Les prin- 
cipes et les diff6rents stades de la production des allerg~nes 
recombinants sont rappel6s. Le clonage des allergbnes pen-net 
la caract6risation de l'ensemble des allergbnes pr6sents dans 
un extrait. I1 permet en outre la s6quence de I'ADN compl6- 
mentaire, la d6termination de la structure primaire de la pro- 
tdine, et la mise en 6vidence d'6ventuelles homologies de struc- 
ture entre des allergbnes diff6rents. L'6tude des 6pitopes T et 
B des allerg6nes est 6galement possible. La validation des aller- 
gbnes recombinants dolt s'assurer de la puret6 des allerg~nes 
recombinants, de leur absence de toxicit6, de leur stabilit6, 
mais surtout de leur activit6 immunologique et de leur iden- 
tit6 avec l'allerg6ne naturel, ce qui peut 6tre r6alis6 par diff& 
rentes techniques in vivo et in vitro. Des exemples sont don- 
n6s ~ propos des allerg6nes recombinants Bet v 1 et Bet v 2. 
Le futur des allerg~nes recombinants dans la recherche fon- 
damentale et dans la pratique allergologique, 5 la lois sur le 
plan diagnostique et sur le plan de la d6sensibilisation, est 
envisag6. 

R e c o m b i n a n t  a l l ergens :  the  c l in i c ian ' s  p o i n t  o f  v iew.  - 
Genetic engineering techniques applied to allergens have allo- 
wed the production of recombinant allergens. The principles 
and the various stages of recombinant allergen production are 
reviewed. The cloning of allergens allows characterization of 
all of the allergens present in an extract and also allows 
sequencing of the complementary DNA, determination of the 
primary structure of the protein, and demonstration of pos- 
sible structural homologies between various allergens. The T 
and B epitopes of allergens can also be studied. The valida- 
tion of recombinant allergens must ensure the purity of recom- 
binant allergens, their absence of toxicity, their stability, but 
especially their immunological activity and their identity with 
the natural allergen, which can be performed by various in 
vivo and in vitro techniques. Examples are presented in rela- 
tion to recombinant allergens Bet v 1 and Bet v 2. The future 
of recombinant allergens in basic research and allergological 
practice, both for diagnosis and for desensitization, is 
discussed. 

Les  m o y e n s  a c t u e l s  d e  d i a g n o s t i c  e n  a l l e r g o l o -  
g ie  ( t e s t s  c u t a n 6 s ,  d o s a g e  d ' I g E  s p 6 c i f i q u e s )  e t  l a  
d 6 s e n s i b i l i s a t i o n  u t i l i s e n t  d e s  e x t r a i t s  a l l e r g 6 -  
n i q u e s ,  n a t u r e l s  ,,, q u i  c o n t i e n n e n t  d e  n o m b r e u x  
a u t r e s  c o m p o s a n t s  q u e  l es  m o l 6 c u l e s  a l l e r g 6 -  
n i q u e s  ; d a n s  c e r t a i n s  e x t r a i t s  c o m m e r c i a u x ,  d e s  
a l l e r g 6 n e s  m a j e u r s  i m p o r t a n t s  p e u v e n t  ~ t r e  

a b s e n t s .  E n  effet ,  le  c o n t e n u  e n  m o l 6 c u l e s  a l l e r -  
g 6 n i q u e s  d ' u n  e x t r a i t  d 6 p e n d  : 

- De  l a  s o u r c e  d e  p r o d u c t i o n  d u  m a t 6 r i e l  a l l e r -  
g 6 n i q u e  : p o u r  les  p o l l e n s  ce  c o n t e n u  a l l e r g 6 n i q u e  
p e u t  d 6 p e n d r e  d e s  c o n d i t i o n s  e n v i r o n n e m e n t a l e s ,  
p o u r  les  m o i s i s s u r e s  il  p e u t  d 6 p e n d r e  d u  s t a d e  d e  
m a t u r a t i o n  d e  l a  c u l t u r e  q u i  a s e r v i  ~t p r o d u i r e  
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l'allerghne, pour les allerghnes animaux les aller- 
g6nes peuvent 6tre diff6rents selon que l'allerghne 
a 6t6 pr4par6 ~ partir de diff6rentes esp6ces ani- 
males ou ~ partir de diff4rents constituants de 
l'animal (pelage, peau, urine). Pour la pomme, il 
a 6t6 montr6 r6cemment que l'activit6 allerg6nique 
de l'extrait peut d6pendre des esp6ces de pommes 
utilis6es et de la maturation de la pomme elle- 
m~me. 

- Le contenu allerg4nique des extraits d6pend 
encore des proc6d4s d'extraction et de stockage 
utilisds. La purification de l'extrait allerg4nique 
entraine 6galement la copurification d'enzymes 
qui peuvent d6grader les mol4cules allerg4niques. 
Le chauffage peut aussi d6naturer des allerghnes 
thermolabiles. 

Depuis 1988, les techniques de g6nie g4n4tique 
ont 4t4 appliqu6es aux allerghnes. Les ADN de 
nombreux allerg6nes ont 6t6 clon6s et introduits 
dans des vecteurs d'expression, ce qui a permis la 
production des allerg6nes recombinants corres- 
pondants [1]. 

PRINCIPE DE LA PRODUCTION 
DES ALLERGENES RECOMBINANTS 

A partir des ARN messagers obtenus ~ partir 
d'un agent allerg6nique, on produit les s6quences 
d'ADN compl6mentaires (ADNc) correspon- 
dantes. Les ADNc sont ensuite ins4r6s dans des 
phages, et les clones de bactdries infect6es par ces 
phages qui produisent des allerghnes, sont s61ec- 
tionn6s. Cette s41ection des clones bact6riens peut 
se faire d'apr6s leur fixation d'anticorps IgE 
humains ou d'immunoglobulines monosp4ci- 
fiques d'animaux sensibilis6s ou encore d'anti- 
corps monoclonaux murins. Puis on isolera 
I'ADNc sp4cifique d'un allergbne, on l'ins~rera 
dans un plasmide et on le fera produire par une 
culture de bact6ries h6tes. Les allerghnes recom- 
binants peuvent 6galement 4tre produits/~ partir 
de levures. 

• G. PAULI/ 

banques de donn4es d'ADN, pouvant conduire 
la mise en 6vidence d'identit6s et d'homologies. A 
titre d'exemple, il existe plus de 80 p. cent d'homo- 
logies entre Bet v 1 (allerghne majeur du bouleau), 
Aln g 1 (allerg6ne majeur de l'aulne), Cor a 1 (aller- 
ghne majeur du noisetier) et Car b 1 (allerghne 
majeur du charme). De meme, on a pu montrer 
que la protdine recombinante de Bet v 1 avait une 
homologie avec des protdines de r4sistance aux 
maladies que l'on retrouve dans de nombreux 
autres vdg4taux (haricot, persil, petit pois, etc.). 
On pourra 4galement ddtecter des homologies 
avec des mol6cules isomorphes (variants moldcu- 
laires qui peuvent ne diff4rer que de quelques 
acides aminds, et qui ont le m4me poids moldcu- 
laire, la marne structure tridimensionnelle et les 
m6mes fonctions biologiques). 

Le clonage des allerg~nes permet l'dtude des dpi- 
topes des allerg~nes. 

- L'6tude des @itopes T : il s'agit d'4pitopes qui 
ont une structure d6pendant de la structure pri- 
maire de la mol6cule allergdnique et sont form4s 
en gdn6ral par des s6quences de 10/~ 12 acides 
amin6s. Cette 4tude des 6pitopes T est possible 
grfice ~ l'utilisation de peptides chevauchants 
(synth4tis4s in vitro ou obtenus par hydrolyse 
enzymatique). L'6tude de la stimulation in vitro 
par ces peptides de clones de cellules T spdcifiques 
de l'allerghne permet d'identifier les 4pitopes T 
(6tude r6alis4e pour Bet v 1 par Ebner [3], pour 
Der p 1 par Yssel [4], pour Fel d 1 par Rogers [5]). 
D'apr6s ces 6tudes il s'av~re que les 6pitopes T sont 
multiples mais que certains peuvent 4tre immu- 
nodominants. 

- LXtude des @itopes B e s t  6galement possible. 
Ces 6pitopes ont une structure tridimensionnelle 
et sont conformationnels. La d6termination des 
4pitopes B peut se faire par des anticorps mono- 
clonaux murins, ces 4pitopes d6terminds chez 
l'animal seront ensuite compar6s avec les 6pitopes 
reconnus par des IgE humaines. Les r6sultats 
obtenus seront compar6s ~ ceux qui r6sultent de 
l'utilisation de mol6cules allerg6niques natives. 

INTI~RI~T DU CLONAGE DES ALLERGENES 

Le clonage des allerg6nes permet la caractgrisa- 
tion de l'ensemble des allerg~nes pr6sents dans un 
extrait ; ceci peut 6tre utile pour la recherche 
d'allerg6nes fragiles, ou non hydrosolubles, qui 
peuvent ne pas 6tre isolds par les proc6d6s de puri- 
fication habituels des prot6ines [2]. 

Le clonage des allerg6nes permet le sgquenfage 
de I'ADN compl&nentaire. Ceci permettra la d4ter- 
mination de la structure primaire de la prot6ine 
allerg4nique, ainsi que des comparaisons avec des 

VALIDATION 
DES ALLERGENES RECOMBINANTS [6] 

Cette validation doit r6pondre aux 6tapes sui- 
vantes : 

I1 faudra s'assurer de la purer6 des allerg6nes 
recombinants, de leur absence de toxicit6, de 
leur stabilit4. 

I1 faudra surtout 6tablir leur activit6 immu- 
nologique et leur identit6 avec l'allerg6ne natu- 
rel en utilisant des techniques in v i t ro  et in 
V~VO. 
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En effet, les allerg6nes produi ts  dans les sys- 
tbmes bact6riens ne peuvent pas ~tre glycosyl6s, 
alors que les allerg6nes naturels sont souvent des 
glycoprot6ines. Un allergbne recombinan t  peut  
par  ailleurs n'atre qu'un des isomorphes de l'aller- 
g6ne naturel. 

- L e s  m g t h o d e s  in vitro ont pour  but  de dSmon- 
trer la capacit6 de fixation des anticorps IgE sp6- 
cifiques sur  les allerghnes recombinants .  
Diff6rentes techniques  sont  utilis6es : ELISA, 
RAST, CAP, immunoblot t ing,  inhibi t ion de 
I'ELISA ou du RAST, l'allerghne naturel 6tant fix6 
sur la phase solide. On d6terminera 6galement la 
capacit6 de libSration d'histamine des allerghnes 
recombinants  au niveau de basophiles de sujets 
sensibilis6s. 

Nous avons pu ainsi montrer  sur 50 sSrums de 
patients sensibilis6s au pollen de bouleau, que ces 
s6rums fixaient ~ la lois l'allerg6ne naturel du bou- 
leau et les allerghnes recombinants  Bet v 1 et Bet 
v 2 [7]. Les allerghnes recombinants  6taient 6ga- 
lement  reconnus  par  ces s6rums en util isant la 
technique de l ' immunoemprein te .  Larsen [8] a 
montr6 que l'allerg6ne recombinant  Bet v 1 6tait 
capable d ' inhiber le RAST bouleau,  l 'allerghne 
naturel bouleau 6tant fix4 sur la phase solide. La 
capacit6 de provoquer  une lib6ration d'histamine 
sur des basophiles de sujets sensibilis6s a 4t6 6ga- 
lement d6montr6e pour  l'allerg~ne recombinant  
Bet v 1 et Bet v 2 par  Valenta [9] et par  G. Pauli et 
coll. [7]. 

La capacit6 de fixation des anticorps anti-pol- 
lens de gramin6es sur  les allergOnes recombinants 
de la phl6ole a 6t6 6galement d6montr6e chez 180 
patients atteints de pollinose aux gramin6es [10]. 
Cette 6tude a montr6 en outre que l'allergie aux 
pollens de gramin6es 6tait d6tect6e avec un 
m61ange de 4 allerg6nes recombinants  chez 94 p. 
cent des patients sensibilis6s fi la phl6ole. 

- L e s  m d t h o d e s  in vivo compor ten t  l '6tude de 
mod6les expSrimentaux chez l 'animal (des immu- 
nisations avec l'allerghne recombinant  du bouleau 
ont 6t6 r6alis6es chez le primate ainsi que chez la 
souris), et l'6tude de tests cutan6s chez les sujets 
allergiques sensibilis6s. 

M e s u r e  de  l ' ac t iv i t6  in vivo de s  a l l e rg6nes  
r e c o m b i n a n t s  

Diff6rentes m6thodes ont 6t6 utilis6es : compa- 
raison du seuil de r6activit6 cutan6e vis-g-vis de 
l'allerg6ne naturel et vis-g-vis de l'allergOne recom- 
binant, 6tude quantitative de la r6action cutan6e 
en utilisant des dilutions s6quentielles et en tra- 

~ant une courbe dose-r6ponse. Pour  ces 6tudes, 
des pricks-tests ou des intradermo-r6actions ont 
6t6 r6alis6s. A l'heure actuelle, quatre 6tudes ont 
fait l 'objet de publications [7, 11, 12, 13]. 

Seuls deux tiers des sujets allergiques fi Der p 2 
sont d6tect6s par  l'utilisation en tests cutan6s de 
l'allergbne recombinant  [11]. Pour  r Asp f 1 [12], 
parmi  15 pat ients  pr6sentant  une aspergillose 
bronchopulmonaire  allergique, 10 sont d6tect6s 
par  tests cutan6s et par  recherche d'IgE sp6ci- 
fiques vis-fi-vis de l'allerg6ne recombinant  [12]. 
Pour  la phospholipase A2, 6 patients sur 6 r6agis- 
sent fi la phospholipase A2 naturelle et au recom- 
binant  phosphol ipase  A2, mais les pentes des 
courbes dose-r6ponse sont diff6rentes, indiquant 
qu'il n'y a pas identit6 absolue de l'activit6 aller- 
g6nique dans les deux pr6parations [ 13]. 

Pour  les recombinants  Bet v 1 et Bet v 2, 
50 patients sur 50 allergiques au bouleau, r6agis- 
sent ~t au moins un allerg6ne recombinant  : 47 au 
recombinan t  Bet v 1 (27 fi 3 gg/ml et 20 
10 pg/ml), 10 r6agissent au recombinant  Bet v 2 
(3 ~ 3 gg/ml et 7 ~a 10 pg/ml), et 7 r6agissent vis-fi- 
vis des deux allerg6nes recombinants .  Aucune 
r6action positive n'a 6t6 observ6e chez les 
contr61es. On peut  donc dire que la sensibilit6 des 
recombinants  majeurs rBet v 1 et rBet v 2 est de 
100 p. cent pour  le diagnostic de l'allergie au bou- 
leau. Dans cette 6tude, les tests cutan6s effectu6s 
avec l'allerg6ne recombinant 6taient plus sensibles. 
que les tests in vitro (ELISA et irnmunoblots) [7]. 
La confronta t ion de l 'histoire clinique avec les 
r6activit6s cutan6es au recombinant  bouleau nous 
a permis de montrer  • 

- Que les polliniques monosensibilis6s au bou- 
leau 6talent toujours  positifs au recombinan t  
Bet v 1 et ne rSagissaicnt jamais au recombinant  
Bet v 2 ; 

- Que les polliniques sensibilis6s au bouleau et 
ayant une sensibilisation aux gramin6es et/ou aux 
herbac6es avaient une r6action positive vis-/~-vis 
du recombinant  Bet v 1 et occasionnellement vis 
/t vis du recombinant  Bet v 2 ; 

- Que les patients monosensibilis6s au recom- 
binant  Bet v 2 n'avaient pas de signes cliniques 
pendant  la saison des b6tulac6es (bien qu'ils aient 
un test cutan6 positif au  bouleau), mais avaient 
une pollinose clinique aux gramin6es ou aux her- 
bac6es ; 

- Que le seuil de r6activit6 cutan6e 6tait plus bas 
chez les patients allergiques au bouleau avec une 
pollinose clinique ; 

- Que les patients qui avaient une allergie ali- 
mentaire associde (rosac6es, noisettes, ombelli- 
f6res) 6taient toujours  positifs au recombinan t  
Bet v 1. 
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FUTUR 
DES ALLERG~NES RECOMBINANTS 

Dans la recherche fondamentale  

- Ils sont des outils irremplagables pour l'6tude 
des 6pitopes T et B grace h des polypeptides 
recombinants obtenus par coupure de I'ADN com- 
pl4mentaire d'un allergOne et reclonage des frag- 
ments. 

- Ils permettent  l'4tude de facteurs bloquants de 
la r6action antighnes-anticorps et/ou de la d6gra- 
nulation des basophiles et des mastocytes. L'uti- 
lisation de moldcules recombinantes  Fab blo- 
quantes, de peptides bloquants, d'hapthnes immu- 
nodominants  recombinants  peut  4tre envisag6e 
[14]. 

- En exp6rimentation animale, leur utilisation 
permet  de s 'orienter vers de nouvelles strat4gies 
th6rapeutiques (switch vers les Thl),  par  l'admi- 
nistration de salmonelles non pathog~nes expri- 
mant  la s6quence codante de l'aUerg~ne ; ces exp6- 
r iences d ' immunisa t ion  ont 6t6 faites par  vole 
orale [1]. 

Dans la pratique allergologique [14, 15, 16] 

- Ils permettent  une am61ioration des extraits en 
61iminant les extraits instables (par exemple le 
recombinant  Mal d 1 de la pomme pourrait  rem- 
placer les extraits naturels actuels). 

* G. PAULI/ 

Certains proc4dds peuvent 6galement permettre 
d'61iminer la toxicit6 de certaines prot6ines aller- 
g4niques. 

- Ils devraient amOliorer la standardisation des 
extraits allerg4niques : en permettant  l 'obtention 
d'extraits ~ activit6 stable ayant la m4me compo- 
sition en allerghnes majeurs et reproductibles de 
lot/~ lot. 

- Ils devraient permettre de s'orienter vers des 
d6sensibilisations plus cibldes, bas6es sur l'aller- 
gogramme, voire sur la quantit4 d'IgE sp6cifiques 
vis ~ vis des diff6rentes mol6cules allerg4niques. 

- Enfin, les applications de la recherche fonda- 
mentale devraient s'dtendre aux traitements futurs 
de d6sensibilisation : suppression des 6pitopes B, 
uti l isation d'6pitopes T, th4rapie passive pour  
saturer les mastocytes, injection d'anticorps com- 
p6titifs pour les IgE. 

CONCLUSION 

La production d'allerg6nes recombinants repr6- 
sente une avanc6e qui a d4jg permis des progr6s 
importants dans l'4tude de la structure des aller- 
ghnes et dans la connaissance de leur carte 4pito- 
pique. D'ores et d6j~t elle doit permettre d'am61io- 
rer  les possibilit4s diagnostiques et th6rapeu- 
tiques, n o t a m m e n t  la d4sensibilisation, grace / t  
des standards de r6f6rence parfai tement d6finis. 
Dans le futur, elle devrait d6boucher sur de nou- 
velles formes de d4sensibilisation. 
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